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また、本評価系は PADs の共通基質として汎用されている Bz-Arg-OEt	 (BAEE)を用いることから、代表的な PAD アイソ
ザイムである PAD4 に限らず他の PAD アイソザイムにも適用可能だと考えられる。そこで PAD アイソザイムの網羅的スク
リーニングに応用可能な評価系への展開も視野に研究に着手した。	
	












続いて PADs の人工基質である BAEE を用いて、PAD4 の酵素反応
によって産生されたシトルリン化体を FGME で検出可能であるか検
討した。PAD4およびBAEE を Tris	buffer中、37	°C で 30 分間イン
キュベーションした後に、FGME と TFA を添加し産生されたシトル
リン化体の検出を試みた。その結果、産生されたシトルリン化体す
なわち PAD4 活性を有意な蛍光増大で検出可能であることが示され




することが可能であった。即ち、FG を用いた PAD4 活性の評価系の
場合に必須であった中和操作を FGME の使用により省略でき、評価
系の簡便化が実現された。既存の PAD4 活性の検出系である ELISA
法、アンモニアガス検出法、蛍光プローブを用いた二段階酵素反応
による検出法はそれぞれコスト、再現性、偽陽性という問題点が挙
げられることから、FGME を用いた PAD4 活性検出系は簡便でケミカ
ルスクリーニングに適用可能な点で優位性があると考えられる。	





















Figure 1. The structures of FGME and FGME-Cit 
Figure 3. Enzymatic reaction between FGME and  PAD4. 
Fluorescence intensity was measured with a plate reader 
(ARVOX5). ex. 450 nm, em. 535 nm, **p<0.01 (n = 3)  
 
Figure 4. Absorption and fluorecence spectra of 1 µM fluorescein (measured in 0.1 N NaOH solution containing 0.1% DMSO), 
FGME, and FGME-Cit (measured in sodium phosphate buffer (pH 7.4)). lex = 493 nm. 
Figure 2. Fluorescence detection of L-citrulline with 
FGME and FG using a plate reader. (ARVOX5) ex. 450 
nm, em. 535 nm. ***p<0.005 (n = 3) 
子密度の低下に伴う LUMO エネルギーの低下が示唆されたが、d-PeT 機構による消光効率は FG と同程度であった。一方
で、環化生成物である FGME-Cit の蛍光量子収率は FG-Cit よりも低下していた。これらの結果から、FGME のベンゼン環
































化水素プローブ NBz	 (J.	 Am.	 Chem.	 Soc.,	
2011,	133,	10629)	に着目した	(Figure	5a)	。NBz は d-PeT機構によりプロ
ーブの蛍光が効率的に抑制されていることに加え、フェニルグリオキサール







 fFL lmax lem e (´104 /M•cm) 
Fluorescein 0.850 490 nm 512 nm 8.63 
FG 0.171 494 nm 514 nm 7.58 
FG-Cit 0.656 494 nm 516 nm 6.01 
FGME 0.183 497 nm 520 nm 3.80 
FGME-Cit 0.491 496 nm 522 nm 4.82 
[a] Data were measured in sodium phosphate buffer (pH 7.4). For determination of 
FFL, fluorescein in 0.1 N NaOH (FFL = 0.85) was used as a fluorescence standard. 
 
Table 1. Photochemical properties of fluorescein, FGME and FGME-Cit [a] 
Figure 5. a) Hydrogen peroxide (H2O2) probe, NBz, utilizing benzil moiety 
as an H2O2 reactive site. b) Proposed reaction of benzil-type fluorescence 
probes with electron-withdrawing group (EWG) and cyclo-addition product. 



















ウンド蛍光が低く、反応前後での蛍光増大が大きい4MEBz-FluME を最適な PAD 活性検出プローブとして選定した。4MEBz-
FluME は BCME 濃度依存的に蛍光増大を示したことからも、PAD 活性の検出に適していると考えられた。	
Figure 7. A solution (50 µL) of each fluorescence probe (5 µL, 1 mM 
solution in DMSO, final concentration; 100 µM) and BCME (10 µL, 100 
mM solution in TFA, final concentration; 20 mM) in PAD buffer (35 µL) 
or BAEE (10 µL, 100 mM solution in PAD buffer, final concentration; 20 
mM) in PAD buffer (25 µL) and TFA (10 µL) was incubated at 50 °C for 
2 hr. After the time lapse, fluorescence intensity was measured with a plate 
reader (ARVOX5). The results are mean  ± s.e.m. from three 
experiments. **p<0.01 by Bonferroni correction.  
Figure 8. Detection of PAD4 and PAD2 activity with 4MEBz-FluME. The enzymatic reaction was conducted in PAD buffer (100 
mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 2 mM DTT, 20 mM BAEE, PAD4 (as provided in the PAD4 assay kit purchased from 
Cayman Chemical, without dilution) and 10 µM Cl-amidine; toal volume was 20 µL) at 50 °C for 1 h. TFA (10 µL), 1 mM 4MEBz-
FluME (5 µL, final concentration 100 µM) and PAD buffer (15 µL) were added and the mixture was incubated at 50 °C for 2 h. 
Fluorescence intensity was measured with a plate reader (ARVOX5). The results are mean  ± s.e.m. from three experiments. 
***p<0.005, *p<0.05, after Bonferroni correction. Generation of BCME after the enzymatic reaction of BAEE with PAD4 for 1 
hr. 60% of BAEE and with PAD2 for 1hr. 8.6% of BAEE were found to be citrullinated before addition of 4MEBz-FluME. 
次に、4MEBz-FluME を用いて PAD 酵素反応により産生されたシトルリン化体を検出可能であるか評価した。人工基質
BAEE と PAD4 を 50°C で 1時間インキュベーションしたのち、TFA を添加し反応溶液を酸性にした。その後、4MEBz-FluME
を加えさらに 2時間インキュベーション後、蛍光強度をプレートリーダーで測定した。その結果、BAEE 及び PAD4存在下
で、有意な蛍光増大が認められ、また PAD 阻害剤であるCl-amidine を共存させると蛍光増大は抑制された	(Figure	8)。
4MEBz-FluME を添加する前の酵素反応溶液を HPLC にて分析した結果、60%の BAEE がシトルリン化を受けていることが確
認され、得られた蛍光強度は先に測定した 4MEBz-FluME の濃度依存性の結果と概ね一致することが示された。BAEE は PAD4
のみの基質ではなく他のアイソザイムの共通の基質でもあるため、続いて同様の条件で PAD2 が産生したシトルリン化体
が検出可能であるか評価した。その結果、PAD2 を用いた条件では有意な蛍光増大が認められた一方で、PAD4 を用いた場
合に比べ蛍光強度が低下した	 (Figure	 8)。その理由として、PAD2 による BAEE のシトルリン化能が PAD4 よりも低く、
PAD2 により産生されたシトルリン化体が少ないことが予想された。実際、HPLC による酵素反応解析の結果、シトルリン
化体の生成率は 8.6%であった。産生されたシトルリン化体量と 4MEBz-FluME の蛍光増大の濃度依存性を鑑みると、PAD2
活性検出時の蛍光増大は合理的な値であると考えられた。以上の結果より、4MEBz-FluME のバックグラウンド蛍光の低さ




























さらに検出感度の向上を実現して、酵素活性の異なる複数の PAD アイソザイムで利用可能な PAD 活性検出蛍光プローブ
の開発に成功した。	
上記内容による本論文は、博士（薬科学）授与に値すると認める。	
